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Abstract of EP0818529 

Process for spray drying in which a composition containing microorganisms which are beneficial to human 
nutrition is first prepared and then reduced to a powder by spray drying in a spray dryer with an inlet air 
temperature of 200-400 degrees C and an outlet air temperature of 40-90 degrees C and a residence time 
in the dryer selected so as to ensure survival of >= 1 % of the microorganisms after drying. 



Data supplied from the esp@cenet database - Worldwide 



http://v3 .espacenet com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=EP08 1 8529&F=0&QPN=EP08 185... 2/20/2007 



European Patent Office 
Office 



(43) Date de publication: 

14.01.1998 Bulletin 1998/03 



et s (H) EP 0 818 529 A1 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 

(51) IntCI. 6 : C12N1/00 



(21) Numerodedep6t: 97201703.2 

(22) Date de depat: 05.06.1997 



(84) Etats contractants designes: 

AT BE CH DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU NIC 
NLPTSE 

Etats d'extension designes: 
LT LV RO SI 

(30) Priorite: 09.07.1996 EP 96201922 
10.09.1996 EP 96202518 

(71) Demandeur: 

SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A. 
1800 Vevey (CH) 



3506 G 

• Aeblscher, JOrg 
3097 Liebefeld (CH) 

• Vikas, Martin 

3510 Konolfingen (CH) 

• Eyer, Kurt 
3600 Thun (CH) 

• De Pasquale, David 
3510 Konolfingen (CH) 



(54) Precede de sechage par pulverisation 

(57) Precede de sechage par pulverisation, dans 
iequel on prepare une composition comprenant des 
microorganismes benefiques pour la sante humaine, et 
on la reduit en poudre par pulverisation dans un dispo- 
sitif de sechage par pulverisation ayant une tempera- 
ture d'entree d'air chauffe de 200-400°C et une 
temperature de sortie d'air de 40-90°C, le temps de 
residence de la composition dans le dispositif etant 
ajuste de fagon a obtenir au moins 1% de sutvie des 
microorganismes apres sechage. 
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Description 

L'invention a pour objet un nouveau precede de sechage par pulverisation d'une composition comprenant des 
microorganismes. 

5 

Etatde la technique 

Industrie a besoin, pour secher des microorganismes, de disposer de procedes qui son faciles a mettre en oeuvre 
et qui sont economiques. Le sechage par pulverisation consiste generalement a pulveriser dans une enceinte une sus- 
10 pension de microorganismes sous un flux d'air chaud, I'enceinte comprenant a cet effet une entree d'air chauffe, une 
sortie pour I'evacuation de I'air et une sortie de recuperation de la poudre de microorganismes seches. 

Le sechage de microorganismes par pulverisation presente cependant I'inconvenient d'endommager, voire de tuer 
les microorganismes des que la temperature de sechage est tres elevee. 

US3985901 (Instituto de Biologia Aplicada) explique en effet qu'une temperature de 180°C a 300"C, a I'entree d'un 
15 dispositif de pulverisation, est susceptible de tuer tous les organismes vivants. Ces observations sont egalement con- 
firmees dans EP298605 (Unilever: page 2, lignes 43-48), et EP63438 (Scottish Milk Marke: page 1, lignes 14-21). 

Certaines especes de bacteries lactiques sont neanmoins naturellement thermoresistarttes, c'est a dire capables 
de resister a des temperatures eievees. Chopin et al. ont ainsi montre que I'on peut secher par pulverisation a 215°C 
une culture sporulante de Microbacterium lacticum et obtenir un peu plus de 1 0% de survie apres sechage (Canadian 
20 J. Microb. , 23, 755-762, 1 977). Malheureusement ces especes font generalement parties de la f lore contaminante des 
aliments qui est responsable de I'apparition de mauvais goQts. Ces bacteries lactiques thermoresistantes ne sont done 
pas adaptees a I'alimentation humaine (In "Fundamental of Food Microbiology, Marion L. Fields, AVI Publishing Cotnp, 
Wsetport, 1979). 

En conclusion, la temperature de sechage par pulverisation est ainsi un des facteurs limitang la viabilite des 
25 microorganismes utilises traditionnellement dans la fermentation de produits alimentaires. On peut d'ailleurs remarquer 
que tous les precedes classiques de sechage de microorganismes par pulverisation, utilisent en pratique une tempe- 
rature d'entr6e d'air chauffe de I'ordre de 1 00- 1 80°C. De plus, ces procedes recourent egalement a des agents de pro- 
tection pour maintenir en vie les microorganismes seches. 

NL7413373 (DSO Pharmachim) decrit en effet un procede de sechage par pulverisation de cer6ales fermentes par 
30 des bacteries lactiques dans lequel, les temperatures d'entree et de sortie d'air sont respectivement de 150°C et de 
75°C. 

J73008830 (Tokyo Yakult Seizo) d6crit par ailleurs un procede de sechage de microorganismes par pulverisation, 
dans lequel on utilise une temperature d'entree d'air de I'ordre de 120-155°C, une temperature de sortie d'air de I'ordre 
de 40-55°C, et des agents chimiques de protection. 

35 J57047443 (Minami Nippon Rakun) decrit un proc6d6 de sechage similaire oil les temperatures d'entree et de sor- 
tie d'air sont respectivement de I'ordre de 105-150"C et 55-70°C. 

J02086766, J02086767, J02086768, J02086769 et J02086770 (tous de "Kubota") decrivent tous des proc6d6s de 
sechage de microorganismes par pulverisation dans lesquels, les temperatures d'entree et de sortie d'air sont respec- 
tivement de I'ordre de 1 1 0-1 80°C et 70-75°C. 

40 Enfin, SU724113 (Kiev Bacterial Prep.), SU1097253 (Protsishin et al.), SU1227145 (Protsishin et al.), SU1292706 
(Appl. Biochem. Res.) et SU1581257 (Dairyland Food Labs.) decrivent tous aussi des precedes de s6chage par pulve- 
risation d'une culture de bacteries dans lesquels, les temperatures d'entree et de sortie d'air sont respectivement de 
I'ordre de 60-1 65°C et 30-75°C. 

II faut souligner quer le fait de limfter la temperature de sechage a moins de 200°C, lors d'un sechage de microor- 

45 ganismes par pulverisation, limite d'autant le rendement du proc6d6. L'objectif de la pr6sente invention est de pallier 
cet inconvenient. 

Resume de l'invention 

so A cet effet, la pr6sente invention concerne un procede de s6chage par pulverisation dans lequel, on prepare une 
composition comprenant des microorganismes benefiques pour I'alimentation humaine, et on la r6duit en poudre par 
pulverisation dans un dispositif de sechage par pulverisation ayant une temperature d'entree d'air chauffe de 200- 
400°C et une temperature de sortie d'air de 40-90°C, le temps de residence de la culture dans le dispositif etant ajuste 
de facon a obtenir au moins 1% de survie des microorganismes apres s6chage. 

55 On a trouv6 avec surprise qu'un dispositif de s6chage par pulverisation ayant une temperature d'entree d'air sup6- 
rieure a 200°C, et m§me sup6rieure a 300°C, n'endommage pas ou peu les microorganismes benefiques pour I'alimen- 
tation humaine, pour autant que le temps de residence des gouttelettes dans le dispositif soit suffisamment court afin 
que la temperature interne des cellules ne devienne pas letale. II a en effet 6t6 observe, que la temperature interne des 
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gouttelettes pulverisees peut ne pas exceder environ 40-70°C, a cause du refroidissement provoque par ('evaporation 
de l'eau. invention reside ainsi dans la selection des conditions operatoires pour que les gouttelettes pulverisees arri- 
vent sous une forme seche uniquement a la sortie du dispositif de sechage. 

On a constate qu'un sechage tres rapide des microorganismes favorise une bonne survie. L'utilisation de tempe- 
5 ratures d'entree d'air elevees, peut ainsi conduire a un sechage quasiment instantane. 

On a egalement observe que Ton obtient d'excellentes surviesdes microorganismes lorsque I'on pulverise conjoin- 
tement une culture de microorganismes et une composition alimentaire. 



10 

Pour mettre en oeuvre le present procede, on prepare une culture d'un microorganisme, qui peut Stre une bacterie, 
une levure, un champignon ou un melange de ces microorganismes. L'homme du metier est en fait a meme de sSlec- 
tionner le milieu de culture qui est le plus adapte a la croissance de ces microorganismes. 

De preference, on prepare une culture d'au moins un microorganisme choisi dans le groupe forme par les bacteries 

15 lactiques benefiques pour la sante humaine notamment les bif idobacteries comme Bifidobacterium infantis, les lacto- 
coques comme Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. lactic 
biovar diacerylactis, les streptocoques comme Streptococcus thermophilus, Streptococcus faecalis, les lactobacilles 
comme Lactobacillus delbtueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus (comprenant 6 sous-groupes dont L. 
johnsonii; voir Fujisawa et al., Int. J. Syst. Bact. 42, 487-491. 1992), Lactobacillus helveticus, Lactobacillus farciminis, 

20 Lactobacillus alimentarius, Lactobacillus easel subsp. case/, Lactobacillus delbtruckii subsp. lactis, Lactobacillus sake, 
Lactobacillus curvatus, les pediocoques comme Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici, Pediococcus 
halophilus, les staphylocoques comme Staphylococcus xylosus, Staphylococcus carnosus, les microcoques comme 
Micrococcus variarts; les levures notamment du genre Debaromyces, Candida, Pichia, Torulopsis et Saccharomyces 
comme Debaromyces hansenii, Candida krusei, Pichia saitoi, Torulopsis holmii, Torulopsis versatilis, Torulopsis 

25 etchellsii, Saccharomyces cerevisiae par exemple S. cerevisiae NCIMB 40612 decrit dans EP663441 , Saccharomyces 
rouxii; et les champignions notamment du genre Aspergillus, Rhizopus, Mucor et Penicillium comme Aspergillus 
oryzae, Aspergillus phoenicis, Aspergillus niger, Aspergillus awamori, Rhizopus oryzae, Rhizopus oligospotus, 
Rhizopus japorticus, Rhizopus formosaensis, Mucor circinelloides, Mucor japanicus, Penicillium glaucum et Penicillium 
fuscum. 

30 L'invention est particulierement indiquee pour les microorganismes qui sont sensibles aux conditions de sechage 
par pulverisation, notamment ceux qui sont sensibles a la chaleur (thermo-sensibles) et/ou a la presence d'air (anaeo- 
robes preferentiels), par exemple. Parmi les microorganismes particulierement sensibles, on peut compter les bacte- 
ries lactiques probiotiques. Dans le cadre de la presente invention, les bacteries probiotiques sont definies comme 
etant des bacteries lactiques qui sont capables d'adherer aux cellules intestinales humaines, d'exclure des bacteries 

35 pathogenes sur des cellules intestinales humaines, et d'agir sur le systeme immunitaire humain en lui permettant de 
reagir plus fortement a des agressions externes, par exemple en augmentant les capacites de phagocytose des granu- 
locytes issus du sang humain (J. of Dairy Science, 78, 491-197, 1995). 

A titre d'exemple, on peut utiliser la souche Lactobacillus acidophilus CNCM 1-1 225 decrite dans EP577904. Cette 
souche a ete recemment reclassify parmi les Lactobacillus johnsonii, suite a la nouvelle taxonomie, proposee par Fuji- 

40 sawa ef al., qui fait maintenant autorite en matiere de taxonomie des lactobacilles acidophiles (Int. J. Syst. Bact., 42, 
487-791, 1992). D'autres bacteries probiotiques sont egalement disponibles, comme celles decrites dans EP199535 
(Gorbach et al.), US5591428 (Bengmark et al.) ou dans US5296221 (Mitsuoka et al.), par exemple. 

Cette culture de microorganismes peut comprendre, avant ou apres fermentation, au moins un agent chimique de 
protection connu pour ameliorer la survie des microorganisme pendant le sechage et/ou pendant la conservation de la 

45 poudre. L'homme du metier dispose d'une litterature abondante sur ces agents de protection. A cet effet, les agents de 
protection decrits dans les brevets US3897307, US4332790, J73008830, J57047443, J02086766, J02086767, 
J02086768, J02086769, J02086770, SU724113. SU1097253, SU1227145, SU1292706 et SU1581257 sont incorpo- 
res par reference dans la description de la presente invention. A titre Vindication, ces agents de protection peuvent Stre 
des vitamines comme I'acide ascorbique, des acides amines ou leurs sels comme la lysine, la cysteine, la glycine et le 

so glutamate de sodium, des proteines ou des hydrolysats de proteines pouvant provenir du lait ou du soja, des sucres 
comme le lactose, le trehalose, le saccharose, la dextrine et la maltodextrine, et des graisses notamment une graisse 
de beurre (huile de beurre), de palme, d'arachide, de cacao, de colza ou de soja, par exemple. Enfin, ces agents de 
protection peuvent Stre ajoutes a la culture a raison de 0,1 a 80% en poids, par exemple. 

La culture de microorganismes contient de preference au moins 10 7 colonies de cellules vivantes par gramme ou 

55 cfu/g (cfu est I'abreviation anglaise de "colony forming unit"). On peut choisir aussi de concentrer cette culture, par 
exemple par centrifugation, pour en augmenter le titre de cellules vivantes jusqu'a au moins 10 8 cfu/g, de preference 
10 s - 10 11 cfu/g. 

Si I'on veut une poudre constituee principalement de microorganismes, on peut directement secher par pulverisa- 
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tion la culture de microorganismes. Par contre, si Ton desire une composition alimentaire deshydratee, facilement dis- 
persible dans de I'eau et comprenant des microorganismes vivants, il est preferable de secher en m§me temps tous les 
composants de cette composition, plutdt que de la preparer en melanger les differents constituants deja sous formes 
sees. On evite ainsi la formation de grumeaux ou de precipites indesirables. 

s Dans une premiere mise en oeuvre pour preparer une composition alimentaire deshydratee, on peut ainsi melan- 
ger la culture de microorganismes avec une composition alimentaire liquide, le cas echeant on peut concentrer le 
melange jusqu'a une teneur en eau de I'ordre de moins de 70%, puis on peut secher le melange par pulverisation dans 
les conditions de sechage selon I'invention. Cette mise en oeuvre est particulierement indiquee pour les compositions 
deshydratees a base de lait comprenant des bacteries lactjques qui sont peu sensibles au sechage par pulverisation, 

io e'est a dire qui sont capables de survivre a raison d'au moins 1 0-50% dans les conditions de sechage selon I'invention. 
Plus particulierement, on peut ainsi melanger une culture de microorganismes a une composition alimentaire de sorte 
a obtenir un melange dont au moins 80% en poids sec des constituents provient de la composition alimentaire, puis on 
peut secher ledit melange par pulverisation dans les conditions de sechage selon I'invention. 

Dans une deuxieme mise en oeuvre pour preparer une composition alimentaire deshydratee, on peut aussi reduire 

15 en poudre dans le dispositif de sechage par pulverisation, conjointement, une composition comprenant les microorga- 
nismes et une autre composition alimentaire. Cette mise en oeuvre est particulierement indiquee pour les compositions 
deshydratee a base de lait comprenant des bacteries lactjques qui sont sensibles au sechage par pulverisation, e'est 
a dire qui sont incapables de survivre a raison d'au moins 10-50% dans les conditions de sechage selon I'invention. 
Plus particulierement, on peut secher conjointement, e'est a dire en meme temps et dans une m§me enceinte, 1 partie 

20 d'une culture de microorganismes et au moins 1 partie d'une composition alimentaire, notamment 1 -1 000 parties, les- 
dites parties etant calculees a I'etat sec, par exemple. 

De preference, la composition alimentaire qui est utilisee pour preparer la composition alimentaire deshydratee, est 
une composition liquide dont au moins un des composants est choisi dans le groupe forme par le lait, la viande, le pois- 
son, un fruit et un legume, par exemple. De preference, on concentre la composition alimentaire, avantde la pulveriser, 

25 jusqu'a une teneur en eau de moins de 70 % en poids. 

Cette composition alimentaire peut ainsi comprendre une partie finement divisee, cuite ou crue, provenant d'un 
vegetal comestible, qu'il s'agisse d'une graine, racine, tubercule, tige, feuille, fleur ou fruit, par exemple. Parmi les vege- 
taux preferes, on peut plus particulierement distinguer les feuilles, notamment le poireau, I'asperge, le fenouil et le 
chou; les tiges, notamment la rhubarbe et le brocoli; les graines comme le cacao, le petit pois, le soja ou provenant des 

30 cereales; certaines racines, notamment la carotte, I'oignon, le radis, le celeri et la betterave; les tubercules, notamment 
le manioc et la pomme de terre; et les fruits notamment la tomate, la courgette, I'aubergine, la banane, la pomme, I'abri- 
cot, le melon, la pasteque, la poire, la prune, la peche, la cerise, le Wwi, la baie d'argousier, les nefles et la mirabelle, 
par exemple. On peut aussi utiliser comme vegetaux des champignons superieurs comestibles, notamment Agaricus 
bisporus, Pleurotus ostreatus, Boletus edulis ou Lentinus edodes, par exemple. 

35 Cette composition alimentaire peut aussi comprendre une partie finement divisee, cuite ou crue, provenant d'un 
animal, qu'il s'agisse de lait, d'oeuf, de viande, de poisson, et/ou d'une de leur fraction, notamment une fraction protei- 
que et/ou un hydrolysat de proteines, par exemple. Cette composition alimentaire peut etre ainsi un lait de vache hydro- 
lyse et hypoallergenique conforme a la directive Europeenne 96/4/EC (Official Journal of the European Communities, 
No OJ L49/12, 1996), par exemple. 

40 Les dispositifs de sechage par pulverisation utilises traditionnellement pour la fabrication industrielle d'une poudre 
de lait ou de cafe peuvent etre particulierement bien adaptes aux besoins de la presente invention (voir Jensen J.D., 
Food technology, Jung, 60-71 , 1 975). A titre d'exemple, on peut adapter facilement les dispositifs de sechage par pul- 
verisation decrit dans IE65390 (Charleville Res. LTD) et US4702799 (Nestle). 

De preference, ces dispositifs presentent en fonctionnement une zone a tres haute temperature (200-400-C) a 

45 I'extremite de la buse de pulverisation, ladite zone pouvant representor jusqu'a 50% du volume de I'enceinte, de prefe- 
rence 0, 1 % a 20%, le reste du dispositif presentent une temperature inferieure pouvant atteindre la temperature de sor- 
tie d'air, par exemple. Le dispositif decrit dans US3065076 (Nestle) remplit particulierement ces besoins. 

De preference, ces dispositifs presentent aussi en fonctionnement une entree d'air secondare, I'air secondare 
ayant une temperature choisie pour ajuster la temperature de I'air a la sortie du dispositif. Cette entree d'air secondare 

so peut etre situee a proximite de I'entree d'air chauffe def inie ci-dessus, par exemple. 

Si Ton veut secher conjointement une composition comprenant des microorganismes et une autre composition ali- 
mentaire, il faut prevoir au moins une buse de pulverisation par composition. En fonctionnement, I'emplacement des 
buses de pulverisation n'est pas critique. On peut ainsi pulveriser les deux compositions dans la zone a tres haute tem- 
perature, par exemple. On peut aussi pulveriser la composition alimentaire dans la zone a tres haute temperature, et 

55 en mSme temps pulveriser les microorganismes dans une zone ayant une temperature inferieure, par exemple. 

L'invention reside en fait dans la selection appropriee du temps de residence des microorganismes dans le dispo- 
sitif de sechage. De preference, les gouttelettes pulverisees arrivent sous une forme seche vers la sortie du dispositif, 
e'est a dire la ou la temperature de sortie est de 40-90°C, par exemple. Ce temps de residence peut Stre ajuste a I'aide 
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des differents parametres rSglant un dispositif de sechage par pulverisation, comme la pression de pulverisation des 
gouttelettes, la pression du flux d'air chaud, et/ou la distance que doivent parcourir les gouttelettes dans la chambre de 
sechage, par exemple. II n'est pas possible de fournir des valeurs precises pour chaque parametre implique dans I'ajus- 
tement du temps de residence, puisque ces parametres et leurs valeurs associes dependent du type de dispositif de 

5 sechage par pulverisation utilise. A titre Vindication, la pression appliquee a I'extr6mit6 des buses pulv6risant les 
microorganismes ou la composition alimentaire peut etre comprise errtre 5-250 bar, et la pression de I'air chaud a 
I'entree du dispositif peut §tre comprise entre 100 et 200 mbar. Ainsi, pour amplifier la definition de cette ajustement 
du temps de residence de la culture selon I'invention, on admettra que ce temps est conforme a la presents invention 
si le taux de survie des bacteries venant d'etre seches est d'au moins 1 %, I'homme du metier etant en effet capable de 

ro seiectionner les parametres op6ratoires appropri6s pour atteindre ce resultat. 

De preference, le temps de residence de la culture dans le dispositif de sechage est ajuste de facon a obtenir aussi 
une poudre ayant une Activited'eau (Aw) a 25°C comprise entre 0,05 et 0,5. En effet, les meilleurs taux de survie apres 
sechage et pendant la conservation sont obtenus pour une poudre ayant ce domaine d'activite d'eau. 

De meme les meilleurs tauxde survie apres sechage et pendant la conservation sont obtenus lorsque le dispositif 

w de sechage presente au moins une des conditions suivantes, a savoir, une temperature d'entree de 250-400°C, une 
temperature de sortie de 50-75°C, et un temps de residence de la culture ajuste de fagon a obtenir au moins 10% de 
survie apres s6chage. 

D'autres parametres peuvent aussi influencer la survie des microorganismes. Ainsi, I'humidite relative de I'air a la 
sortie du dispositif de sechage peut etre de I'ordre de 10-40%, de preference 20-40%. De plus, on peut introduire dans 

so la composition ayant des microorganismes, avant la buse de pulverisation, un gaz inerte utilisable dans les proc6des 
alimentaires, notamment le C0 2 , 1'azote, I'argon, I'heiium, seuls ou en melange, par exemple. 

Si Ton seche uniquement la culture de microorganismes, le present precede peut ainsi fournir une poudre de 
microorganismes ayant une densite de 200-1000 g/l mais de preference 500-800 g/l, ayant une Aw a 25°C de 0,05-0,5, 
ayant au moins 10 7 cfu/g mais de preference 10 a - 10 11 cfu/g, et pr6sentant une survie des microorganismes d'au 

25 moins 1 0% par ans a 4-27°C, de preference d'au moins 90% par an a 4-27°C, par exemple. Cette poudre de microor- 
ganismes peut §tre conserv6e a des temperatures de refrigeration ou de congelation, avant d'etre utilisee comme 
inoculum pour la fermentation de produits alimentaires, cosmetiques ou pharmaceutiques. Cette poudre peut aussi 
etre administree directement par voie orale, ou meiangees a certains aliments solides ou liquides. Elle peut etre m6lan- 
gee au lait dont on remplit le biberon d'un nourrisson, ou m6me §tre melange a du lait en poudre, par exemple. Elle 

30 peut aussi etre m6lang6e a d'autres aliments destines a Stre administree par voie enterale a un patient hospitalise, par 
exemple. 

De meme, si Ton prepare une composition alimentaire deshydratee, le present proc6d6 peut ainsi fournir une pou- 
dre alimentaire, facilement dispersible, ayant une densite de I'ordre de 200-1000 g/l, ayant une Aw a 25 D C de I'ordre 
0,05-0,5, ayant 1 a 10 9 cfu/g, et presentant une survie des microorganismes d'au moins 10% par an a 20°C. 
35 La presente invention est d6crite plus en detail ci-apres a I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de sechage de cultures de bacteries lactiques et de levures. Les pourcentages sont donnes en 
poids sauf indication contraire. II va de soi, toutefois, que ces exemples sont donnes a titre d'illustration de I'objet de 
I'invention dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

40 Exemples 1-4 

On seche par pulverisation une culture de la souche Lactobacillus johnsonii CNCM 1-1225 d'origine humaine, 
decrite dans EP577904 (Societe des Produits Nestle) comme etant une souche probiotique survivant diff icilement dans 
un milieu oxygene. 

45 Pour cela, on melange 3% d'une pr6-culfure fralche dans un milieu MRS de la souche CNCM 1-1225 a du milieu 
MSK sterile comprenant du lait 6cr6me en poudre reconstitue a 10%, 0,1% d'extrait de levure commerciale, 0,5% de 
peptone et 0,1 % de Tween 80, puis on le fermente pendant 8 heures a 40°C, sans brassage. 

On prepare ensuite une culture a grande echelle de cette souche, en fermentant un milieu MSK sterile comprenant 
du lait 6cr6m6 en poudre reconstitue a 10-25%, 0,1% d'extrait de levure commerciale, 0,5% de peptone et 0,1 % de 

so Tween 80, avec 3% du melange fermente ci-dessus, a 40°C, j'usqu'a un pH de 5,5 (environ 1 -3 heures), avec un bras- 
sage de 30 rotations par min et sous une atmosphere de C0 2 . On continue la fermentation a pH 5,5 par ajout d'une 
base alcaline pendant quelques heures. Puis on refroidit la culture a 15-20°C. 

Dans les exemples 1 a 4, on ajoute a la culture 2% en poids d'acide ascorbique, et 1,25% en poids de glutamate 
de sodium. Puis on seche par pulverisation les differerrts melanges, dans un dispositif adapte de celui demerit a la figure 

55 1 .c de US3065076, a la difference pr6s que I'on n'utilise pas de dispositif d'agglom6ration; on recycle dans I'enceinte 
la poudre qui est allee dans le r6cuperateur de poussi6re associe au secheur; on injecte de I'air secondaire ayant une 
temperature de 1 8-30°C (selon la temperature ambiante), a proximite de I'entree d'air chauffe, au moyen d'une simple 
ouverture de I'enceinte sur le milieu ext6rieur; et on injects du C0 2 et/ou de I'azote dans la culture juste avant de la pul- 
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v6riser. 

II faut en outre noter que la poudre est recup6ree sur un lit fluidis6 passant par 3 compartments, les deux premiers 
compartments servant a secher encore plus la poudre a des temperatures de 60-90°C, et le dernier compartment ser- 
vant a refroidir la poudre a environ 30°C. Les conditions operatoires sort decrites dans le tableau 1 ci-dessous. 
5 Apres sechage, on recupere la poudre, on en dilue une parte dans de I'eau sterile, et on Ton etale sur un milieu 
MRS-agar (De Man et al, 1 960) pour y 6num6rer le nombre de bacteries survivantes. 

On determine egalement I'activite d'eau de la poudre, d6finie par le rapport entre la pression de vapeur partielle de 
I'eau a la surface de la poudre et la pression de vapeur de I'eau pure a la mSme temperature. On pert determiner I'Aw 
par la mesure de I'humidite relative d'6quilibre atteinte dans une enceinte fermee a temperature constante. Pour cela, 
10 un echantjllon de quelques g de poudre est enferme dans un recipient etanche place dans une chambre thermostatee 
a 25°C. L'espace vide artour de cet echantjllon atteirt a I'equilibre, au bout de 30-60 min, la meme valeur Aw que 
rechantillon. Un capteur eMectronique, monte dans le couvercle de fermeture du recipient, mesure alors I'humidite de 
cet espace vide par I'irtermediaire d'une resistance eiectrolytique. 

On emballe les differentes poudres de microorganismes dans des recipients scell6s comprenant une atmosphere 
15 d'azote et/ou de C0 2 , on conserve chaque recipient a 20°C ou 27 0 C, pendant 12 mois, on determine periodiquemert 
le nombre de bacteries survivantes, puis on calcule le nombre de mois (valeur D) n6cessaires th6oriquement pour per- 
dre 90% des bacteries lactiques a 20°C ou 27°C. 

Pour comparaison, dans des conditions de stockages identjques, on mesure la survie de lots de bacteries CNCM 
1-1225 lyophilisees traditionnellement (par Hansen, DK), et on calcule le nombre de mois (valeur D) necessaires theo- 
20 riquement pour perdre 90% des bacteries lactiques a 20°C ou 27°C. 



Tableau 1 



Conditions op6ratoires 


Exemple 1 


Exemple 2 


Exemple 3 


Exemple 4 


% matiere seche 


27,31 


13,13 


27,89 


26,75 


PH 


6,12 


5,8 


5,83 


6,80 


Gaz (l./min) 


5,6 (C0 2 ) 


2.2 (Na) 


3,8 (C0 2 ) 


6,4 (N2/CO2) 


Pression de pulverisation (bar) 


65 


230 


78 


201 


Air a I'entr6e (°C) 


317 


310 


320 


309 


Pression de Pair chaud (mbar) 


160 


130 


160 


130 


Air a la sortie (°C) 


64 


60 


71 


72 


Humiditede I'airala sortie (%) 


21 


20 


21 


28 


HumidH6de la poudre (%) 


2,88 


3,19 


3,90 


3,71 


Activite d'eau de la poudre (Aw) 


0,182 


0,071 


0,147 


0,143 


Rendement en poudre (kg/h) 


67 


37 


72 


123 


Densite de la poudre (g/l) 


520 


400 


500 


310 


Cfu/ml avant pulverisation 


5,2 x10 8 


8x10 8 


5,8 x10 8 


5,9 x10 8 


Cfu/g apres pulverisation 


2,2 x10 8 


9,65 x10 s 


2,7 x 10 s 


3,2 x 10 s 


Pertedeviabilite(logcfu/g) 


0,92 


0.79 


0,87 


0,82 


Viabilite apres sechage (%) 


12,02 


16.21 


13,48 


15,14 


Valeur D (mois) a 20°C 


>12 


>12 


>12 


>12 


Valeur D (mois) a 27°C 


>12 


>12 


>12 


>12 


Valeur D pour un lot de bacterie ( 
Valeur D pour un lot de bacterie ( 


)NCM 1-1225 lyophilis6e conserve a 20°C: 10.1 mois 
3NCM 1-1225 lyophilis6e conserve a 27°C: 6.6 mois 



Les resultats, presented dans le tableau 1 ci-dessus, montrent que I'on pert obtenir plus de 16% de survie des bac- 
teries lactiques directement apres sechage, et une stability remarquable des bacteries lactiques apres stockage a des 
temperatures eievees. 
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Exemple 5 

On seche par pulverisation une culture de la souche Saccharomyces cerevisae NCIMB 40612 decrrte dans 
EP663441 (Nestle). 

5 Pour cela, on realise une fermentation de la souche NCIMB 40612 selon le processus fed-batch traditionnel en 
incubant a 30°C sous agitation (250 a 450 rpm) et aeration croissantes (0,02 a 0,8 m 3 /h), pendant 24 heures, en main- 
tenant le pH a 4,5 par ajout de quantites adequates de NH4OH, en controlant la mousse produite par ajout de quantites 
croissantes d'agent anti-moussant Contraspum 210 (1,5% poids/volume de milieu; Binggeli-Chemie, Suisse), et en 
ajoutant r^gulierement une quantite croissante adequate de milieu "melasse" (84,85% de melasse sterile, 13,85% 

io d'eau, 1%H2S04). 

Puis on seche les levures dans les mSmes conditions que celles decrites a I'exemple 2. 

Exemple 6 

75 Cet exemple vise a montrer que la pulverisation d'une composition alimentaire comprenant moins de 25% en poids 
d'une culture de bacteries lactiques probiotiques, peut donner de moins bonnes survies que celles obtenues aux exem- 
ples 7 a 9 lorsque Ton co-pulv6rise une culture de bacteries probiotiques et une composition alimentaire. 

On prepare un lait fermente comme decrit aux exemples 1 a 4, on y ajoute 2% en poids d'acide ascorbique, 1 ,25% 
en poids de glutamate de sodium, et 300% en poids de lait concentre ayant 50% en poids de matiere seche, puis on 

20 seche par pulverisation le melange, avec le dispositif decrit aux exemples 1 -4, et avec les conditions operatoires decri- 
tes dans le tableau 2 ci-dessous. Comme d6crit aux exemples 1 a 4, apres s6chage, on 6num6re le nombre de bacte- 
ries survivantes. Les resultats sont presentes dans le tableau 2 ci-apres. 

Exemples 7-9 

25 

On seche par pulverisation, conjointement, du lait et une culture de la souche Lactobacillus johnsonii CNCM I- 
1225. 

Pour cela, on prepare une culture de bacterie comme decrit aux exemples 1 a 4, on y ajoute des agents de protec- 
tion, et on co-pulverise en continu 1 partie de cette culture de bacteries avec environ 40 a 100 parties de lait concentre 

30 ayant 50% en matiere seche, lesdites pulverisation etant realisees conjointement dans des dispositifs adaptes de celui 
d6crit a la figure 1 .c de US3065076. 

Comme decrit aux exemples 1 a 4, apres pulverisation, on recup&re la poudre sur un lit f luidise passant par 3 com- 
partiments, les deux premiers compartiments servant a secher encore plus la poudre, a des temperatures de 60-90°C, 
et le dernier compartiment servant a refroidir la poudre a environ 30°C. On 6num6re ensuite le nombre de bacteries 

35 survivantes dans la poudre alimentaire deshydratee, en tenant compte de la dilution realis6e avec le lait. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 2 ci-apres. Les diff6rentes poudres pr6sentent en outre des stabilites 
dans le temps qui sont similaires a celles obtenues pour les poudres de microorganismes d6crits aux exemples 1 a 4. 

A I'exemple 7, on effectue conjointement les deux pulverisations dans le dispositif represente a la figure 1 .c de 
US3065076, a la difference pres que I'on n'utilise pas de dispositif d'agglom6ration. On recycle dans I'enceinte la pou- 

40 dre qui est aliee dans le r6cuperateur de poussiere. On injecte de I'air secondaire ayant une temperature de 18-30°C 
(selon la temperature ambiante), a proximite de I'entr6e d'air chauffe, au moyen d'une simple ouverture de I'enceinte 
sur le milieu exterieur. On injecte du C0 2 dans la culture juste avant de la pulveriser. Et on pulverise conjointement la 
culture et le lait a I'aide de deux buses dont les extr6mites sont placees, dans I'enceinte, au niveau de I'entree d'air 
chauffe (m6me emplacement que la buse 14 de la figure 1 .c de US3065076). Les conditions op6ratoires sont decrites 

45 dans le tableau 2 ci-dessous. 

Aux exemples 8-9, on effectue conjointement les deux pulverisations dans le dispositif repr6sent6 a la figure 1 ,c de 
US3065076, a la difference pres que I'on n'utilise pas de dispositif d'agglomeration; on recycle dans I'enceinte la pou- 
dre qui est aliee dans le r6cup6rateur de poussiere, I'entree de la poudre recycle se faisant a mi-hauteur de I'enceinte; 
on injecte de I'air secondaire ayant une temperature de 18-30°C (selon la temperature ambiante), a proximite de 

so I'entree d'air chauffe, au moyen d'une simple ouverture de I'enceinte sur le milieu exterieur; et on pulverise le lait a I'aide 
d'une buse dont I'extremite est placee, dans I'enceinte, au niveau de I'axe et de I'extr6mite de I'entree d'air chauffe 
(m§me emplacement que la buse 1 4 de la figure 1 ,c de US3065076). Simultanement, on pulverise la culture de bacte- 
rie a I'aide d'une buse dont I'extremite est plac6e, dans I'enceinte, au niveau de I'axe et de I'extremite de I'entree de la 
poudre recycl6e. Les conditions op6ratoires sont decrites dans le tableau 2 ci-dessous. 

55 
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Tableau 2 



Conditions operatoires 


Exemple 6 


Exemple 7 


Exemple 8 


Exemple 9 


Agents de protection 


*Lait+A+GS 


♦L+A+T 


* L+A+SG 


* L+A+T 


% matiere seche 


41,82 


31,08 


28,79 


31,08 


pH 


6,3 


6,15 


6,48 


6,15 


Gaz (l./min) 


6,5 (C0 2 ) 


2,5 (C0 2 ) 






D6bit (IJh.) 


496,3 


78 


30 


53 


Pression de pulverisation (bar) 


59 


70 


8 (buses a deux 
phases: N2) 


8 (buses a deux 
phases: N2) 


Lail 

% matiere seche 




46,88 


46,88 


46,88 


Debit (kg/h.) 




378 


556 


420 


Pression de pulverisation (bar) 




30 


48 


38 


Air a l'entree (°C) 


310 


309 


310 


305 


Pression de l'air chaud (mbar) 


190 


164 


190 


160 


Air a la sortie (°C) 


65 


65 


64 


65 


Humidite" de l'air a la sortie (%) 


20,7 


20 


24,2 


20,6 


Humidite de la poudre (%) 


3,3 


3,5 


3,8 


4,0 


Rendement en poudre (kg/h) 


215 


209 


280 


220 


Densite de la poudre (g/1) 


440 


535 


335 


320 


Cfu/ml avant pulverisation 


1,2x1010 


4,45 x 109 


9,63 x 109 


5,81 x 109 


Cfu/g apres pulverisation 


5,3 x 106 


6x107 


6,5 x 107 


8,2 x 107 


Perte de viabilite (log cfu/g) 


3,72 


1,42 


1,19 


1,23 


Viability apres sechage (%) 


<0,1 


3,8 


6,45 


5,88 



*Lait +A + GS: 300% de lait concentre ayant 50 % en matiere seche + 2 % d'acide 

ascorbique + 1,25% de glutamate de sodium 
*L + A + GS: 100% de lait concentre ayant 50 % en matiere s6che + 2 % d'acide 

ascorbique + 1,25% de glutamate de sodium 
*L + A + T: 100% de lait concentre ayant 50 % en matiere seche + 5 % d'acide 

ascorbique + 5% de trehalose " 



45 Exemple 10 

On pulverise conjointement, dans les conditions decrites a I'exemple 8, une culture de bacteries lactiques CNCM 
1-1 225 comprenant 5% d'acide ascorbique et 5% de trehalose, et un jus de tomate concentre f inement divise ayant 50% 
de matiere seche. 

50 

Exemple 11 

On pulverise conjointement, dans les conditions decrites a I'exemple 8, une culture de bacteries lactiques CNCM 
1-1 225 comprenant 5% d'acide ascorbique et 5% de trehalose, et un lait vegetal a base de soja ayant 50% de matiere 
55 seche. 
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Revendications 

1 . ProcedS de sechage par pulverisation, dans lequel on prepare une composition comprenant des microorganismes 
benefiques pour I'alimentation humaine, et on la rSduit en poudrepar pulverisation dans un dispositif de sechage 
par pulverisation ayant une temperature d'entree d'air chauffe de 200-400°C et une temperature de sortie d'air de 
40-90°C, le temps de residence de la composition dans le dispositif etant ajuste de fagon a obtenir au moins 1% 
de survie des microorganismes apres sechage. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , dans lequel le dispositif de sechage pr§sente au moins une des conditions sui- 
vantes, a savoir, une temperature d'entree de 250-400°C, une temperature de sortie de 50-75°C, et un temps de 
residence de la composition ajuste de fagon a obtenir au moins 10% de survie des microorganismes apres 
sechage. 

3. Proc&IS selon la revendication 1 , dans lequel on concentre la composition avant de la require en poudre. 

4. Proc6d6 selon la revendication 3, dans lequel apres concentration, la composition comprend moins de 70% d'eau. 

5. Procede selon la revendication 1, dans lequel le temps de residence de la composition dans le dispositif de 
sechage est ajuste de fagon a obtenir une poudre ayant une Aw a 25°C comprise entre 0,05 et 0,5. 

6. Proc6d6 selon la revendication 1 , dans lequel la composition comprend au moins un agent de protection choisi 
dans le groupe forme par les vitamines comme I'acide ascorbique, les acides amines ou leurs sels comme la 
lysine, la cysteine, la glycine et le glutamate de sodium, les proteines ou des hydrolysats de prolines pouvant pro- 
venir du lait ou du soja, les sucres comme le lactose, le trehalose, le saccharose, la dextrine et la maltodextrine, et 
les graisses notamment les graisses de beurre, de palme, d'arachide, de cacao, de colza ou de soja. 

7. Proced6 selon la revendication 1 , dans lequel la composition comprend au moins 80% en poids sec d'une compo- 
sition alimentaire. 

8. Procede selon la revendication 1 , caract§ris6 en ce que dans le dispositif de sechage par pulverisation, on pulve- 
rise conjointement la composition comprenant des microorganismes et une autre composition alimentaire. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel on pulverise conjointement 1 partie d'une culture de microorganis- 
mes et au moins 1 partie d'une composition alimentaire, lesdites parties etant calculees a I'etat sec. 
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